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摘要 : 【 目的 】 意大利 蝗 Calliptamus italicus 是 新 疆 草 原 的 主要 优势 危害 种 ， 以 孵 在 土壤 中 越冬 。 呼 
吸 代 谢 可 反映 蝗 卵 的 生理 状态 ,呼吸 蛋白 对 于 呼吸 系统 不 完善 的 蝗 卵 尤 为 重要 。 本 研究 旨 在 明确 
意大利 蝗 卵 发 育 过 程 中 血 蓝 蛋 白 基 因 的 表达 情况 。【 方 法 】 采 用 实时 荧光 定量 PCR 方法 检测 不 同 
发 育 阶 段 的 蝗 卵 以 及 1 龄 蝗 师 的 血 蓝 蛋白 2 个 亚 基 基因 Hcl 和 Hc2 的 表达 量 。【 结 果 】 根 据 解剖 
形态 观察 ,将 意大利 蝗 越冬 卵 的 整个 发 育 过 程 分 为 10 个 阶段 ,包括 9 个 卵 发 育 阶 段 (C- 工 -C-X) 
和 1 龄 蝗 师 阶 段 (C-X) 。 玉 1 和 Hc2 在 越冬 蝗 卵 各 发 育 阶 段 以 及 工龄 蝗 师 中 均 有 表达 。 其 中 ,在 
蝗 卵 旱 期 发 育 阶 段 (C- 工 ，C- 开 和 C- 焉 ) ,Hcl 表达 量 逐 渐 增 加 ,C- 亚 阶段 表达 量 显著 高 于 C- 工 和 
C- 开 阶段 ; 滞 育 阶段 (C-I[V ，C-V 和 C-W) ,胚胎 发 育 停滞 ,Hel 表达 量 较 C- 焉 ,C- 碍 和 C- 媒 阶段 低 ; 
滞 育 后 发 育 阶段 (C- 旭 和 C- 妊 ) , 蝗 卵 解除 滞 育 ,快速 发 育 ,Hel 表达 量 较 早 期 发 育 阶段 和 灌 育 阶段 
高 ,其 中 ,C-WL 阶 段 Hel 表达 量 最 高 (212. 3156 + 10.5470), 显 著 高 于 其 他 所 有 阶段 ;1 龄 蝗 晴 (C- 
久 ) 的 Hcl 表达 量 最 低 , 为 0.4017 +0.1010。He2 表达 量 在 C-V 阶 段 最 高 (679.7511 +54.5719)， 
显著 高 于 其 他 所 有 阶段 ; 除 C-V 阶 段 外 ,其 他 各 阶段 之 间 Hc2 表达 量 差异 均 不 显著 。Hcl 在 星 卵 滞 
育 后 阶段 高 表达 ,而 Hc2 在 蝗 卵 滞 育 阶 段 高 表达 。【 结 论 】 血 蓝 蛋白 亚 基 基因 Hel 和 Hc2 在 整个 意 
大 利 星 卵 发 育 过 程 均 有 表达 , 且 具 有 阶段 特异 性 。Hel 与 He2 协同 作用 为 蝗 卵 发 育 供 氧 ,其 中 ， 
Hel 主要 负责 蝗 卵 滞 育 后 发 育 期 间 的 氧气 运载 ,而 He2 主要 维持 滞 育 期 间 的 氧气 运载 , 且 载 氧 效 
率 较 低 。 研 究 结 果 可 为 进一步 探讨 意大利 蝗 卵 的 抗 关机 制 提 供 科学 依据 。 

关键 词 : 意大利 蝗 ; 越冬 卵 ; 胚胎 发 育 ; 血 蓝 蛋白 ; 基因 表达 ; 表达 谱 
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Abstract: [Aim)] Calliptamus italicus is a major dominant pest in Xinjiang and overwinters in the soil 


with eggs. Respiratory metabolism can reflect the physiological state of locust eggs. Respiratory protein is 














基金 项 目 : 新 疆 维吾尔 自治 区 国际 科技 合作 计划 项 目 (20166003); 自治 区 天 山 创 新 团队 计划 (2017D14007) ; 新 疆 师范 大 学 研究 生 科研 创新 
基金 项 目 (XSY201902014) ; 自治 区 高 校 科 研 计划 自然 科学 项 目 (XJEDU2019Y029) 

作者 简介 : 王 香 香 , 女 , 1992 年 6 月 生 , 江苏 徐州 人 , 硕士 研究 生 , 研究 方向 为 动物 发 育 与 保护 生物 学 ，F-mail: 354903449@ qq. com 

* 通讯 作者 Corresponding authors, E-mail: 44894047@ qq. com; jirong@ xjnu. edu. cn 

收 稿 日 期 Received: 2019-04-11; 接受 日 期 Accepted: 2019-05-13 























































































































especially important for C. italicus eggs, whose respiratory system is not well-developed. This study aims 
to clarify the expression profiles of hemocyanin gene in the developmental process of C. italicus eggs. 
[ Methods) The expression levels of hemocyanin subunit genes Hel and Hc2 in different developmental 
stages of eggs and the lst instar nymph of C. italicus were analyzed by quantitative real-time PCR. 
【 Results 】 Based on anatomical observation, the developmental process of overwintering eggs of C. 
italicus is divided into ten stages, including nine egg stages (C-[ —- C-lX) and the 1st instar nymph 
stage (C-X). Hcel and Hc2 were expressed in all the developmental stages of eggs and the 1st instar 
nymph of C. italicus. During the early stage of embryogenesis (C-[|, C-H and C- 焉 ) ，the expression 
level of Hel increased gradually, and was significantly higher at the stage C-[l than at the stages C- I 
and C-H. During the diapause stage (C-NV, C-V and C-VI ) , the embryonic development was stagnant, 
and the expression level of Hel was lower than those at the stages C-[H, C-VW and C-W. During the post- 
diapause developmental stage (C-\] and C-WL), the diapause of eggs were terminated and eggs 
developed rapidly, and the expression level of Hcl was higher than those at the early developmental stage 
and diapause stage. Especially, the expression level of Hcl in eggs at the stage C-WL was the highest 
(212.3156 + 10. 5470 ) ,significantly higher than that in eggs at al of the other stages, and the 
expression level of Hcl in the 1st instar nymph was the lowest (0. 4017 +0.1010). The expression level 
of Hc2 in eggs at the stage C-V was the highest (679.7511 +54.5719). The expression level of Hc2 
was not significantly different at various developmental stages of eggs except stage C-V. Hcl was highly 
expressed during the post-diapause stage of eggs, while Hc2 was highly expressed during the diapause 
stage of eggs. 【 Conclusion 】The hemocyanin subunit genes Hel and Hc2 are expressed throughout the 
Hcl and Hc2 


synergistically provide oxygen for egg development. Hecl is mainly responsible for oxygen transport during 


developmental process of C. italicus eggs and show phase-specific expression. 
the post-diapause developmental stage of eggs, while Hoc2 is mainly responsible for oxygen transport 
during the diapause stage of eggs with low oxygen carrying efficiency. The results can provide a scientific 
basis for further exploration of the stress resistance mechanism of C. italicus eggs. 

Key words: Calliptamus italicus; overwintering egg; embryonic development; hemocyanin; gene 


expression ; expression profile 
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血 蓝 蛋白 (hemocyanin,， He) 是 一 种 含 铜 呼吸 和 蛋 
白 ,存在 于 节肢 动物 和 软体 动物 的 血 淋 巴 中 ,脱氧 时 
为 无 色 , 结 合 氧 时 为 蓝 色 ( 吕 宝 忠和 杨 群 ，2003 ) 。 
血 蓝 蛋白 由 两 种 能 够 结合 氧气 的 亚 基 (Hcl 和 Hc2) 
组 成 ,在 生物 体内 参与 了 重要 的 生理 过 程 (Pick ei 
al.,，2010) 。 与 血红 蛋白 类 似 , 血 蓝 和 蛋白 作 为 一 种 传 
递 氧 分 子 的 氧 载体 ,其 主要 生物 学 功能 是 参与 呼吸 
作用 (Immesherger and Burmester，2004 ) 。 研 究 发 
现 , 血 蓝 蛋白 不 仅 具 有 输 氧 功能 ( Terwilliger， 
1998) ,还 具有 酚 氧 化 物 酶 活性 ( 严 芳 等 , 2008 ) 、 抗 
病毒 活性 (Zhang et ol.，2004) 、 凝 集 活 性 ( 童 距 陵 
等 , 2005 ) 和 抑 菌 活性 ( 张 小 瑜 等 , 2013 ) 等 多 种 免 
疫 学 功能 ,是 一 种 具有 多 种 非特 异性 免疫 活性 的 多 
功能 和 蛋白。 此 外 血 蓝 蛋白 的 携 氧 功 能 还 与 胚胎 发 育 
密切 相关 ,在 改 凰 Locusia migratoria 且 胎 发 育 阶 段 
呈 特 异性 高 表达 ( 许 泽 立 , 2012 ) 。 












































意大利 蝗 Calliptamus italicus 是 新 疆 重 要 的 农 
牧 业 害 虫 , 主要 分 布 于 新 疆 北 疆 地 区 海拔 800 ~ 
2 300 m 的 荒漠 半 荒 漠 地 区 ( 张 录 等 ，1995 ) , 取 食 范 
围 广 ( 取 食 17 科 45 种 植物 ) ( 黄 春 梅 , 1995 ) 。 意 大 
利 蝗 一 年 发 生 1 代 , 以 卵 滞 育 越冬 ( 任 金龙 等 ， 
2015) 。 在 意大利 蝗 的 发 育 周期 中 , 卵 期 最 为 漫长 ， 
是 蝗虫 抵御 低温 胁迫 的 重要 发 育 阶 段 , 也 是 决定 蝗 
虫 暴 发 的 关键 时 期 , 蝗 卵 能 和 否 顺利 越冬 和 成 功 孵 化 
决定 蝗虫 的 发 生 数量 及 危害 程度 。 意 大 利 蝗 成 虫 具 
有 发 达 的 气管 系统 ,能 够 直接 从 大 气 中 把 气态 氧 运 
输 到 体内 ,而 对 于 气管 系统 尚未 形成 的 蝗 卵 ,由 于 上 肛 
胎 发 育 需要 充足 的 氧气 ,可 能 需要 呼吸 蛋白 协助 运 
输 氧气 。 为 此 ,本 研究 采用 实时 定量 PCR 方法 , 检 
测 意大利 蝗 越 冬 卵 不 同 发 育 阶 段 的 血 蓝 蛋 白 基 因 表 
达 情 况 ,明确 血 蓝 蛋白 基因 在 蝗 卵 整个 发 育 过 程 的 
表达 动态 ,为 进一步 探讨 意大利 蝗 卵 的 呼吸 代谢 机 
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制 和 越冬 策略 奠定 基础 ,以 期 在 卵 期 寻求 该 虫 的 有 


1 材料 与 方法 


1.1 供 试 蝗 卵 

意大利 蝗 于 2017 年 6 -8 月 采 于 新 疆 玛 纳 斯 
(86?"91 中 ,43"55N ; 海拔 1 292 m) ,并 野外 自然 条 
件 下 就 地 笼罩 饲养 ,以 本 地 优势 植物 作为 蝗虫 的 主 
要 食物 。 笼 子 底部 覆盖 约 $ cm 厚 的 松软 土壤 , 供 肉 
虫 产 卵 。 每 日 定时 收集 蝗 卵 ,确保 胚胎 处 于 同一 发 
育 阶段 。 将 收集 的 蝗 卵 埋 于 野外 土壤 中 ,以 备 后 续 
研究 使 用 。 
1.2 不 同 发 育 阶段 蝗 卵 的 观察 和 取样 

于 2017 年 8 月 -2018 年 5 月 期 间 , 定 期 解剖 意 
大 利 蝗 卵 , 于 体式 显微镜 (SMZ 745T, 日 本 尼康 ) 观 
察 胚 胎 形 态 ,参照 意大利 蝗 、 西伯 利 亚 蝗 
Gomphocerus sibiricus 等 的 豚 胎 划分 判断 蝗 卵 所 处 的 
发 育 阶段 (Salzen，1960; 任 金龙 等 , 2015; 闫 蒙 云 
等 , 2018a) 。 解 剖 方 法 参照 任 金龙 等 (2015 ) 的 方 
法 ,根据 豚 胎 形态 变化 将 蝗 卵 发 育 过 程 分 为 10 个 发 





















































育 阶段 :早期 发 育 阶 段 (C- 工 ，C- 工 和 C- 焉 ) 滞 育 
阶段 [ C-IV( 滞 育 初期 ) ，C-V( 清 育 中 期 ) ，C-VL( 沾 
育 末 期 ) ] . 清 育 后 发 育 阶 段 (C- 碍 ，C- 亚 和 C- 区 ) 以 
及 1 龄 蝗 晴 (C-X ) 。 

根据 蝗 卵 发 育 进度 ,定期 取 各 发 育 阶段 样品 于 
液 氮 中 保存 备用 ,每 组 100 粒 卵 ,重复 3 组 ,用 于 后 
续 血 蓝 和 蛋白 基因 的 定量 检测 分 析 。 
1.3 总 RNA 提取 和 cDNA 的 合成 

取 1.2 市 不 同 发 育 阶 段 的 样品 用 Trizol Reagent 
(Invitrogen ) 提取 总 RNA, 使 用 反 转 录 试 剂 盒 
(BSB09M1, 博 日 科技 ) 合 成 cDNA ,使 用 产物 纯化 
试剂 盒 BioFlux Biospin PCR Purification ( BSC03M1， 
得 日 科技 ) 进行 cDNA 的 纯化 , -20Y 保存 备用 ,有 具 
体操 作 步 又 按照 试剂 盒 说 明 书 进行 。 
1.4 引物 设计 

参考 马 国 兰 (2014 ) 中 提供 的 飞 蝗 Hcl 和 Hc2 
基因 序列 ,使 用 0ligo6. 0 结合 Primier5.0 设计 Hcl 
和 Hc2 基 引物 。 B-actin( GenBank 登录 号 : 
GQ477013.1) 作为 内 参 基 因 , 引 物 信息 详 见 表 1。 
所 需 引物 均 由 上 海 生 工 生物 工程 有 限 公司 合成 。 


















































表 1 本 研究 所 用 引物 
Table 1 Primers used in this study 


引物 引物 序列 (5' -3 ) 


Primers 


Primer sequences 


退火 温度 (%C ) 


Annealing temperature 





Hel-F AGGTGCAGCAGATGATCGAC 








Hecl-R TGTGTCCGTAGTTGTGCAGG 3 

Hce2-F CTCACCACTCCCACTGGCAC 

Hec2-R GCTACGTCTCGCAGAGAGGTT 3 
B-actin-F AAGGCATCAGGGTGTGATGG 9 


B-actin-R 


1.5 标准 曲线 的 生成 

将 1.3 节 纯 化 的 cDNA 按 1, 1/2, 1/4, 1/8， 
1Z16 和 1732 倍 浓度 做 梯度 稀释 ,使 用 QuantiTect 
SYBR GEEN 试剂 (Qiagen) 进行 Realtime PCR( Light 
Cycler 480 ，Roche) 生成 各 基因 的 标准 曲线 。 
1.6 ”实时 荧光 定量 PCR 检测 

以 1.3 节 合 成 的 不 同 发 育 阶段 的 蝗 卵 和 1 龄 蝗 
师 样 品 cDNA 为 模板 ,采用 实时 效 光 定量 PCR 方法 
测定 意大利 蝗 血 蓝 和 蛋白 基因 在 不 同 发 育 阶段 中 的 相 
对 表达 量 。 每 个 蝗 卵 样品 3 个 技术 重复 。PCR 反应 
体系 : 2 x master mix 10 HEL， 引物 (10 wmol/L ) 
1 kL, cDNA 模板 2 pL, 加 ddH,0 至 20 pL。 反应 





GCCACCCTAAGCTCGTTGTA 


条 件 : 95%C 10 min; 95%C 10 s, 60%C 30 s, 72%C 30s 
扩 增 55 个 循环 ; 40% 15 s, 99%C 0.1%C/s 产生 熔 解 
曲线 。 
1.7 蝗 卵 发 育 过 程 中 环境 温度 测定 

于 2017 年 8 月 -2018 年 5 月 期 间 , 采 用 电子 温 
度 记录 右 (TP-2200, 北京 安 伏 ) 测 定 野 外 蝗 卵 越 冬 
过 程 地 下 5 cm 处 土 层 地 温 ,于 次 年 读 取 相关 数据 ， 
实时 跟踪 调查 蝗 卵 发 育 过 程 的 土壤 温度 变化 情况 。 
1.8 数据 分 析 

在 PCR 扩 增 的 指数 时 期 ,模板 的 Ct 值 和 该 模 
板 的 起 始 拷 贝 数 存在 线性 关系 ,表达 结果 依据 Ct 
值 ,采用 2-^^ 法 (Livak and Schmittgen, 2001 ) 计算 
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不 同 发 育 阶 段 血 蓝 蛋 白 亚 基 基 因 ( Hcl 和 Hc2) 相 对 
表达 量 。 采 用 SPSS 软件 的 单 因 素 ANOVA 方差 分 
析 对 数据 进行 处 理 , Duncan 氏 法 分 析 其 显著 性 ， 
Pearson 法 分 析 相 关 性 。 


2 结果 


2.1 意大利 蝗 胚胎 发 育 阶 段 的 划分 

根据 蝗 卵 发 育 过 程 的 解剖 形态 结果 ,将 意大利 
蝗 越冬 卵 的 整个 发 育 过 程 分 为 10 个 阶段 。 

第 工 阶段 (C- 工 ) : 原 头 两 侧 开 始 出 现 复 眼 , 原 
和 驱 干 分 为 原 额 和 原 胸 , 原 胸 出 现 分 节 ( 图 1: A)。 

第 工 阶段 (C- 卫 ): 原 头 已 分 化 出 触角 ,胸部 分 
化 出 附 胶 , 且 胸 部 、 腹 部 分 节 较 为 明显 (图 1: B)。 

第 焉 阶段 (C- 亚 ) :复眼 基本 形成 ,触角 及 胸部 
附 上 及 继续 生长 , 且 胸 部 、 腹 部 分 节 明 显 ( 图 1: C)。 


A B 
1000 um AAA pm 

E F 
1000 um 1000 um 

I J 
: 1000 pm 1000 pm 


图 1 











意大利 蝗 的 豚 胎 发 育 


第 阶段 (C-TV ) : 沸 育 初期 , 蝗 卵 开始 进入 沸 育 ， 
复眼 边缘 出 现 色素 ,胸部 附 胶 分 节 清 晰 (图 1: D)。 

第 V 阶段 (C-V ) : 蝗 卵 进 入 滞 育 中 期 , 豚 胎 较 
大 , 附 胶 及 躯干 分 节 清 晰 ,复眼 红色 加 深 ( 图 1: 卫 )。 

第 V[ 阶 段 (C-W) : 沛 育 后 期 , 蝗 卵 请 育 即 将 解 
除 。 与 V 阶段 相 比 , 形 态 变化 不 明显 (图 1: 了)。 

第 证 阶段 (C- 开 ) :开始 解除 潍 育 ,部 分 胚胎 出 
现 尾部 弯曲 (图 1: G)。 

第 炎 阶 段 (C- 班 ) : 沸 育 全 部 解除 ,为 豚 胎 旋转 
时 期 ,胚胎 背面 弯曲 , 原 头 弯 向 卵 中 央 。 胚 胎 完 成 旋 
转 后 , 原 头 由 原来 的 卵 孔 方向 转 为 卵 前 端 指 向 (图 
1: H 和 了 1)。 

第 区 阶段 (C- 区 ) :旋转 完成 ,复眼 颜色 进一步 
加 深 且 面 积 增 大 (图 1: J)。 

第 X 阶 段 (C-X) : 豚 胎 表面 出 现 色 素 积累 ,复眼 颜 
色 更 深 ,各 个 右 官 生长 完全 ,孵化 为 蝗 师 (图 1: K)。 
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Fig. 1 Embryonic development of Calliptamus italicus 
A -C: 早期 发 育 阶段 Early stage of embryogenesis; D -下 : 滞 育 阶段 Diapause stage; G -KK: 滞 育 后 发 育 阶段 Post-diapause developmental stage. A: 
第 工 阶段 Stage I(C-I);B: 第 下 阶段 Stage ICC-I);C: 第 亚 阶 段 Stage 亚 (C- 亚 ); D: 第 人 V 阶 段 Stage V(C-V);E: 第 V 阶 段 Stage V(C- 
V );F; 第 YW 阶 段 Stage WM(C-V); G: 第 证 阶段 Stage WL(C-WH); H: 第 三 阶段 ， 卵 Stage 媒 (C-W), egg; I: 第 三 阶段 ,胚胎 Stage WL( C-W)， 
embryo; J : 第 区 阶段 Stage 区 (C- 区 ); K: 第 X 阶 段 , 1 龄 蝗 晴 Stage X (C-X)，, 1st instar nymph. 下 同 The same below. 








2.2 Hcl 和 Hc2 在 意大利 蝗 不 同 发 育 阶段 的 蝗 卵 
以 及 工龄 蝗 师 体内 的 表达 

血 蓝 和 蛋白 基因 Hcl 和 Hc2 在 意大利 蝗 卵 整个 发 
育 过 程 均 有 表达 (图 2), Hcl 的 表达 量 总 体 呈 上 
升 - 下 降 - 上 升 - 下 降 趋势 (图 2: A)。 其 中 ,早期 
发 育 阶段 (C- 工 ，C-T 和 C- 亚 ) ,Hcl 表达 量 逐 渐 升 











高 ,C- 焉 阶段 的 Hcl 表达 量 显著 高 于 C- 工 和 C- 工 阶 
段 (P<0.05)。 随 后 逐渐 下 降 , 清 育 期 间 (C-IV ，C- 
V 和 5C-VT) 凰 卵 的 严 1 表达 量 显著 低 于 C- 亚 阶段 
(P<0.05)。C- 证 和 C- 毁 阶段 的 表达 量 显 车 高 于 其 
他 所 有 阶段 (P<0.05) ,其 中 ,C- 碍 阶段 的 表达 量 最 
高 ,为 212. 3156 + 10. S470。C- 区 - C-X 阶段 , Hcl 
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表达 量 逐 渐 下 降 ,1 龄 蝗 师 (C-X ) 的 Hcl 表达 量 最  〈C-V ) 表 达 量 最 高 ,为 679.7511 +54.5719 ,是 Hcl 
低 (0.4017 +0.1010), 显 著 低 于 C- 了 三 ,C-WH 和 C-W 亚 ”的 264 倍 , 显 著 高 于 其 他 所 有 发 育 阶 段 的 蝗 卵 和 1 
阶段 (P <0.05)。 龄 蝗 晴 (P<0. 05) 。 除 C-V 阶段 以 外 ,其 他 所 有 发 

由 图 2(B) 可 知 ,在 蝗 卵 发 育 过 程 中 , 沾 育 期 间 育 阶 段 之 间 Hc2 表达 量 差异 不 显著 (P >0.05), 其 
的 蝗 卵 Hc2 表达 量 较 高 ,尤其 是 滞 育 中 期 的 凰 卵 中 ,C- 证 阶段 最 低 , 为 0.5800 +0.0687。 
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图 2 Hcl(A) 和 Hc2(B) 在 意大利 蝗 卵 不 同 发 育 阶段 和 1 龄 蝗 晴 中 的 表达 量 
Fig. 2 Expression levels of Hel (A) and Hc2 (B) in eggs at different developmental stages 














and the 1st instar nymph of Calliptamus italicus 
各 发 育 阶 段 对 应 的 采集 时 间 Collecting date for each developmental stage: C- 工 : 2017-08-04; C- 卫 :2017-08-10; C- 亚 : 2017-08-24; C-NV : 2017-10- 
11; C-V: 2018.01.07; C-VI: 2018-03-09; C-W: 2018-05-16; C-WL: 2018.06.03; C- 区 : 2018.06-16; C-X(1 龄 蝗 晴 Tst instar nymph) : 2018-06- 
18. 图 中 数据 为 平均 值 上 标准 误 , 柱 上 不 同 字 母 表示 在 0. 05 水 平 差 异 显著 (Duncan 氏 多 重 比 较 检 验 ) 。Data in figure are mean + SE, and 


different letters above bars show significant difference at the 0.05 level by Duncan’ s multiple range test. 

2.3 ”意大利 蝗 蝗 卵 3 个 主要 发 育 阶 段 血 蓝 蛋白 基 。 ” 两 者 无 显著 差异 (P >0.05)。 混 育 阶 段 (C-NV,，C- 

因 的 表达 量 V 和 C-V) Hec2 的 表达 量 显著 高 于 Hcl (P <0.05)， 
由 图 3 可 知 ,在 意大利 蝗 卵 发 育 的 早期 发 育 阶 滞 育 后 发 育 阶段 (C- 姬 ，C- 姬 ，C- 区 和 C-X )Hecl 的 

段 (CC- 工 ,，C- 工 和 C- 亚 ) ,Hecl 和 Hc2 的 表达 量 较 低 ， ”表达 量 显 著 高 于 Hc2(P <0.05)。 滞 育 阶 段 ,Hcl 较 
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早期 发 育 阶 段 表 达 量 下 降 (P >0.05), 而 Hc2 的 表 ” 况 可 知 (图 4) ,意大利 蝗 卵 不 同 发 育 阶 段 的 Hcl 表 
达 量 急 剧 升 高 ,显著 高 于 其 他 所 有 阶段 (P<0.05)。  ” 达 量 与 -5 cm 地 温 的 环境 温度 之 间 相 关 性 不 显著 
Hel 的 表达 量 在 澡 育 后 发 育 阶 段 最 高 ,显著 高 于 早 (Pearson 相关 性 =0. 195, P = 0.590) (图 4: A)。 













































































期 发 育 阶 段 和 浪 育 阶段 (P <0.05)。 意大利 蝗 卵 不 同 发 育 阶段 的 Hc2 表达 量 与 -5 cm 
2.4 ”意大利 蝗 Hcl 和 Hc2 的 表达 量 与 环境 温度 的 地 温 的 环境 温度 之 间 呈 显著 负 相 关 (Pearson 相关 
关系 性 = -0.801, 已 =0.005)( 图 4: B)。 


从 环境 温度 与 Hcl 和 Hc2 表达 量 的 散 点 分 布 情 
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图 3 Hcl 和 Hc2 在 意大利 蝗 卵 发 育 过 程 中 的 表达 模式 
Fig. 3 Expression patterns of Hel and Hc2 in Calliptamus italicus eggs during the developmental process 
图 中 数据 为 平均 值 上 标准 误 , 柱 上 不 同 字 母 表示 在 0. 05 水 平 差异 显著 (Duncan 氏 多 重 比较 检验 ) ; 柱 上 星 号 表示 同一 发 育 阶 段 Hcl 和 Hc2 之 
间 差 异 显著 (P<0.05, 独立 样本 了 检验 ) 。Data in the figure are mean + SE, and different letters above bars show significant difference at the 0. 05 























level by Duncan’ s multiple range test. The asterisk above bars indicates significant difference between Hcel and Hc2 in the same developmental stage 


(independent samples T-test, P <0.05). 
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图 4 Hcl(A) 和 Hc2(B) 在 意大利 蝗 卵 不 同 发 育 阶段 以 及 1 龄 煌 师 中 的 表达 量 与 -5 cm 地 温 的 关系 
Fig. 4 Relationship between the expression level of Hcl (A) and Hc2 (B) in eggs at different developmental stages 
and the 1st instar nymph of Calliptamus italicus and the temperature at 5 cm below the ground 
C- I :2017-08-04, 23. 12C; C-H: 2017-08-10, 24. 01C; C-W: 2017-0824, 23. 51C; C-W: 2017-10-11, 8. 61°C; C-V: 2018-01-07, 
-10.08%C ; C-VI: 2018-03-09, 5.76°C ; C-W: 2018-05-16, 13.74°C ; C-W: 2018-06-03, 20.27°C ; C-IX : 2018-06-16, 21.71%C ; C-X : 2018-06- 
18, 20.06°C. 
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3 讨论 





昆虫 具有 发 达 的 气管 系统 ,可 以 直接 将 大 气 中 
的 气态 氧 运输 到 内 部 器 官 。 早 期 研究 认为 ,昆虫 循 








在 此 期 间 , 既 没 有 细胞 分 裂 , 亦 没 有 发 现 豚 胎生 长 分 
化 (Slifer, 1931 ) , 蝗 卵 呼吸 量 较 低 ,因此 , 磷 1 表达 
相应 较 低 ,这 与 本 课题 组 前 期 的 呼吸 代谢 研究 结 

( 闫 蒙 云 等 ,2018b ) 一 致 。 滞 育 中 期 的 蝗 卵 其 Hc2 
呈 高 表达 , 且 表 达 量 远 高 于 Hcl, 约 为 Hel 的 264 








环 系统 中 不 存在 特殊 的 氧 运输 蛋白 ,这 种 观点 一 直 
持续 到 在 石 蝎 Perla marginata 幼虫 和 成 虫 的 血 淋 巴 
中 发 现 血 蓝 和 蛋白 (Hagner-Holler et al., 2004)。Pick 
等 (2010 ) 通 过 实时 定量 PCR 和 Western blotting 等 
手段 研究 了 虹 螂 Blaptica dubia 中 血 蓝 蛋白 亚 基 1 
(Hcl ) 和 亚 基 2( Hc2) 的 阶段 特异 性 表达 模式 ,发 现 
血 蓝 蛋白 在 胚胎 期 表达 量 较 高 ,同时 1 龄 幼虫 中 也 
有 少量 的 血 蓝 蛋白 ,而 在 发 育 后 期 消失 。 最 新 研究 
表明 , 血 蓝 和 蛋白 基因 的 表达 在 杂 色 鲍 Haliotis 
diversicolor 发 育 过 程 中 呈 阶 段 性 变化 (Yao er al.， 
2019) 。 本 研究 中 ,相对 于 卵 期 ,孵化 出 的 蝗 师 的 
Hcl 表达 量 低 于 其 他 所 有 阶段 ,Hc2 的 表达 量 也 较 
低 ,说 明 意 大 利 蝗 卵 的 血 蓝 和 蛋白 基因 呈 阶 段 特 异性 
表达 。 

意大利 蝗 主 要 发 生 在 新 疆 北 疆 地 区 ,7 月 为 成 
































倍 , 由 此 推测 沾 育 期 间 蝗 卵 进行 基础 呼吸 代谢 所 需 
氧气 主要 由 Hc2 携 氧 供给 。 本 课题 组 前 期 研究 发 现 
滁 育 期 间 的 蝗 卵 呼吸 量 较 低 ( 辣 蒙 云 等 , 2018b) ,而 
此 时 的 Hc2 表达 量 却 很 高 ,由 此 说 明 He2 的 供 氧 效 
率 较 Hel 低 。 第 W[ 阶 段 (C-V) Hcl 表达 量 稍 有 增 
加 ,此 时 蝗 卵 处 于 滞 育 末期 ,需要 合成 呼吸 蛋 日 为 胚 
台 沸 育 解除 后 的 恢复 发 育 做 准备 。 沛 育 后 发 育 阶 段 
(C-WL,，C- 炎 和 C-K ) ,Hcl 表达 量 显 著 升 高 (P < 
0.05) (图 3) ,此 时 随 着 环境 温度 升 高 , 蝗 卵 逐渐 解 
除 沸 育 ,恢复 发 育 , 需 要 合成 大 量 的 呼吸 蛋白 为 机 体 
运输 氧气 ,而 此 时 Hc2 表达 量 远 低 于 Hcl ,说 明 滞 育 
后 发 育 阶段 的 凰 卵 主 要 由 Hel 携 氧 供给 胚胎 发 育 
所 需 的 氧气 。Hcl 在 卵 发 育 的 第 珀 阶段 (C-WL) 表 达 
量 最 高 (P<0.05)( 图 2: A), 此 时 蝗 卵 生长 迅速 ， 
为 胚胎 旋转 时 期 ,需要 更 多 的 氧气 才能 满足 快速 发 


















































虫 产 卵 的 主要 时 期 ,8 月 末 成 虫 基本 死亡 ,所 产 孵 直 
到 来 年 5 月 开始 孵化 (FAO Locust Watch Release， 
2011) 。 根 据 蝗 卵 发 育 状 态 , 本 研究 将 蝗 卵 自 产 下 
到 孵化 的 过 程 主要 划分 为 3 个 主要 阶段 ,早期 发 育 
阶段 (C- 工 ，C- 工 和 C- 亚 ) 滞 育 阶段 (C-K ，C-V 和 
C- WL) 和 涡 育 后 发 育 阶 段 (C-W,，C- 灵 和 C- 区 ) ,C- 
XX 期 为 1 龄 蝗 晴 。 为 明确 血 蓝 蛋白 基因 在 意大利 蝗 
卵 不 同 发 育 阶 段 的 表达 情况 ,本 研究 采用 实时 艾 光 
定量 PCR 技术 ,检测 了 血 蓝 蛋白 的 2 个 亚 基 基因 


育 的 氧气 需求 。 相 对 于 蝗 卵 ,1 龄 蝗 晴 (C-X ) 气管 
系统 发 育 虽 较为 完善 ,但 由 于 刚 孵 化 出 壳 ,面临 外 界 
复杂 的 气候 条 件 ,部 分 氧气 仍 需 血 蓝 蛋白 协助 供 氧 呼 
吸 ,因此 , 仍 有 低 水 平 的 Hcl 和 Hc2 基因 表达 (图 2)。 
呼吸 代谢 对 于 蝗 卵 来 说 尤为 重要 ,由 于 胚胎 阶 
段 尚未 形成 气管 系统 , 且 有 上 胚胎 处 于 封闭 的 卵 寺 和 卵 
壳 中 ,不 能 直接 从 环境 中 有 效 摄取 氧气 ,需要 依赖 血 
蓝 和 蛋白 辅助 运输 氧气 ,因此 血 蓝 和 蛋白 的 表达 与 否 是 
直接 判断 蝗 卵 存 活 的 重要 生理 指标 。 目 前 关于 蝗虫 
































(Hcl 和 Hc2) 在 意大利 蝗 卵 不 同 发 育 阶 段 以 及 1 龄 
蝗 晴 中 的 相对 表达 量 。 结 果 发 现 ,Hel 和 Hc2 在 蝗 
卵 发 育 过 程 及 1 龄 蝗 师 均 有 表达 。 在 第 工 阶段 (C- 
1 ) ,Hcl 和 Hc2 的 表达 量 都 较 低 ,此 时 蝗 卵 刚 从 母 
体 产 下 , 初 产 卵 几乎 全 部 由 卵黄 构成 ,胚胎 以 活 质 体 
的 形式 存在 , 蝗 卵 几乎 没有 呼吸 量 ( Kooijman， 
1986, 2010) ,呼吸 代谢 所 需要 氧气 较 少 ,因此 需要 
的 呼吸 蛋白 量 相 应 较 少 。 早 期 发 育 阶 段 (C- 工 ，C- 
开 和 C- 亚 ) ,Hcl 表达 量 持续 升 高 ,此 时 是 蝗 卵 胚胎 
形态 建成 的 重要 时 期 (图 1: A, B，C) ,需要 合成 呼 
吸 蛋 白 为 机 体 提 供 氧 气 以 满足 自身 呼吸 代谢 需要 。 
随 着 环境 温度 降低 , 粕 卵 发 育 至 第 阶段 (C-ITV ) 开 
始 进入 清 育 ,发 育 逐 渐 停 清 ,所 需 氧气 相应 减少 。 第 
V 阶 段 (C-V ) 的 蝗 卵 已 经 进入 沾 育 中 期 ,发育 基本 
停 沾 ,需要 极 少 的 呼吸 蛋白 便 可 满足 其 呼吸 代谢 。 














血 蓝 和 蛋白 基因 的 研究 主要 集中 在 Hcl ,迄今 已 获取 
了 东亚 飞 蝗 Locusta migratoria manilensis Hcl 的 完整 
序列 (Yin et al., 2012) ,构建 了 东亚 飞 凰 Hcl 的 原 
核 表 达 系 统 并 预测 了 其 蛋白 结构 ( 张 新 新 等 ， 
2013 ) ,克隆 并 表达 了 意大利 蝗 、 东 亚 飞 蝗 的 Hel 序 
列 ( 关 妮 , 2012; 王 幅 等 , 2017) 。 飞 蝗 卵 的 RNA 干 
扰 实验 表明 ( 马 国 兰 , 2014) ,干扰 血 蓝 蛋 白 Hel 基 
因 的 飞 蝗 豚 胎 发 育 变 组 ,孵化 率 降 低 ,验证 了 血 蓝 和 蛋 
白 基 因 参 与 胚胎 发 育 。 本 研究 结果 表明 , 血 蓝 蛋白 
2 个 亚 基 基因 Hcl 和 Hec2 在 意大利 蝗 胚胎 阶段 都 呈 
阶段 特异 性 表达 , 与 飞 蝗 和 杜 比 亚 蜂 晴 Blaptica 
dubia 研究 一 致 (Pick et al., 2010; 马 国 兰 , 2014)， 
这 表明 血 蓝 蛋白 在 豚 胎 发 育 进 程 中 发 挥 着 重要 作 
用 ,与 意大利 蝗 气 管 系统 的 完善 程度 潜在 相关 。 在 
胚胎 发 育 期 间 ,生命 活动 非常 旺盛 ,但 昆虫 的 气管 系 
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统 尚 未 形成 ,需要 呼吸 蛋白 来 为 机 体 生命 活动 提供 
氧气 ,因此 血 蓝 蛋白 大 量 合成 ; 而 粕 卵 刚 孵化 时 ,1 
龄 蝗 师 已 具备 完善 的 气管 系统 ,因此 血 蓝 和 蛋白 基因 
的 表达 量 较 低 。Pick 等 (2010 ) 在 杜 比 亚 螃 螂 中 发 
现 其 血 蓝 蛋 白 仪 在 胚胎 阶段 和 1 龄 幼虫 中 表达 ,在 
以 后 的 发 育 阶段 则 消失 。 而 飞 凰 和 美洲 沙漠 凰 
Schistocerca americana 的 研究 表明 , 血 蓝 和 蛋白 基因 仅 
在 胚胎 阶段 表达 (Sanchez et al., 1998; Yin et al.，, 
2012) 。 本 研究 发 现 血 蓝 和 蛋白 基因 在 蝗 卵 以 及 1 龄 
蝗 师 阶 段 莒 有 表达 ,而 此 后 的 蝗 晴 和 成 虫 阶 段 的 表 
达 情 况 还 需 进一步 研究 。 

温度 会 直接 影响 血 蓝 和 蛋白 结合 氧 的 能 力 。 在 克 
氏 原 歼 虾 Procambarus clarkii 和 和 白河 小 龙虾 
Procambarus zonangulus 中 证 实 驯 化 温度 和 测定 温度 
都 会 直接 影响 其 血 蓝 蛋白 的 氧 亲 和 力 (Powell and 
Watts，2006 ), 温度 下 降 也 会 使 凡 纳 滨 对 是 
Litopenaeus vannamei 的 血 蓝 蛋白 含量 降低 (有 吴 萌 ， 
2017)。 本 研究 结果 显示 ,意大利 蝗 卵 的 Hcl 表达 
量变 化 与 -5 cm 地 温 相 关 性 不 显著 (Pearson 相关 
性 =0.195, P=0.590), 而 Hc2 表达 量变 化 与 -5 
cm 地 温 呈 显著 负 相 关 ( Pearson 相关 性 = -0. 801， 
P=0.005)。Hc2 基因 表达 量 在 意大利 蝗 卵 发 育 的 
第 V 阶段 (C-V ) 达 到 最 高 ,此 时 蝗 卵 处 于 清 育 中 期 
且 土 壤 温 度 最 低 ,为 -10.08%C ,之 后 随 着 温度 逐渐 
升 高 , Hc2 表达 量 迅速 下 降 并 逐渐 恢复 到 原来 水 平 
(图 4) ,分 析 原 因 可 能 是 蝗 卵 对 抗 环 境 温度 又 变 的 
应 激 反 应 ,这 与 凡 纳 滨 对 虾 的 研究 结果 一 致 ( 吴 萌 ， 
2017) 。 此 外 ,有 学 者 发 现 温 度 也 会 间接 影响 血 蓝 
蛋白 的 氧 亲和力 ,在 甲壳 类 动物 敖 虾 Astacus 
leptodactylus 中 , 随 着 温度 升 高 ,产生 了 更 多 的 六 聚 
体 ( Whiteley et ol.，1997) 。 与 鳌 虾 相反 ,本 研究 温 
度 较 高 时 的 蝗 卵 Hc2 表达 量 低 于 温度 较 低 时 的 表达 
量 ,其 原因 可 能 是 Hc2 的 基因 结构 在 较 高 温度 条 件 
下 发 生 了 变化 ,降低 了 与 氧 的 结合 性 ,所 以 在 温度 最 
低 时 Hc2 表达 量 最 高 。 而 甲壳 类 动物 大 多 生活 在 水 
中 , 蝗 卵 在 土壤 中 ,除了 物种 亲缘 关系 较 远 以 外 ,他 
们 的 生存 环境 也 差异 较 大 ,而 血 蓝 蛋白 的 影响 因素 
较为 繁杂 ,具体 原因 还 有 待 进一步 探讨 。 

综 上 结果 表明 , 血 蓝 蛋白 基因 Hcl 和 Hc2 在 意 
大 利 蝗 卵 不 同 发 育 阶 段 以 及 1 龄 蝗 师 体内 均 有 表 
达 , 且 Hcl 与 Hc2 共同 协作 为 蝗 卵 发 育 供 氧 ,其 中 ， 
Hcl 在 蝗 - 卵 灌 育 后 发 育 阶段 高 表达 ,主要 负责 几 卵 
潍 育 后 发 育 期 间 的 氧气 运载 ,而 Hc2 在 滞 育 期 间 上 
调 ,主要 维持 济 育 期 间 的 氧气 运载 。 在 意大利 蝗 卵 

























































































的 发 育 过 程 中 , 血 蓝 蛋白 基因 的 表达 与 胚胎 发 育 关 
系 较为 密切 。Hecl 表达 量 与 -5 cm 地 温 无 相关 性 ， 
Hc2 表达 量 与 -5 cm 地 温 时 负 相 关 。 而 本 研究 没有 
系统 检测 意大利 蝗 整 个 生命 过 程 的 血 蓝 蛋 白 基因 含 
量 , 还 需 进一步 深入 进行 蝗虫 整个 生活 史 的 综合 表 
达 分 析 。 此 外 , 血 蓝 蛋 白 基 因 在 意大利 蝗 的 发 育 过 
程 中 是 否 还 具有 其 他 功能 有 待 进一步 研究 。 
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